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(54) Miniaturisierter Fluss-Thermocyder 

(57) Die Erfindung betrifft einen miniaturisierten 
Fluf3-Thermocycler zur Durchfuhrung von thermisch 
kontrollierten, biochemischen bzw. molekularbiologi- 
schen Prozessen, insbesondere von Polymerase-Ket- 
ten-Reaktionen. Die Aufgabe der Erfindung, einen 
miniaturisierten Thermocycler anzugeben, der ins- 
besondere das Verfahren der Polymerase-Ketten-Reak- 
tion effektiver durchfuhren laBt, der das Problem 
parasitarer Warmekapazitaten umgeht und der sich 
kostengunstig und serienmaBig herstellen IdBt, wird 
erfindungsgemSB dadurch gelost, daB bei einem FluB- 
Thermocycler, der einen Probenaufnahmebereich (1) 
zur Aufnahme und Durchleitung von flussigen Medien 
und wenigstens je eine Heizzone (2) und eine Kuhlzone 
(3) beinhaltet, die in thermischem Kontakt zum Proben- 
aufnahmebereich stehen, eine Abdeckung (9) vorgese- 
hen ist, die einen mit maanderformigen Graben (8) 
versehenen Probenaufnahmebereich (1) verschlieBt 
und jeweils vergleichbare Grabenabschnitte von von- 
einander beabstandet angeordneten Heizzonen (2) und 
Kuhlzonen (3) erfaBt sind und der Abdeckung (9) pro- 
benfluBabseitig zwischen Heizzonen- und Kiihlzonen- 
bereichen wenigstens eine thermisch isolierende 



Kehlung (12) gegeben ist, die in Richtung der GrSben 
(8) einen membranartigen AbschluB (13) bildet. 
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Fig. 2 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft einen miniaturisierten 
FluB-Thermocycler, der bei thermisch zu kontrollieren- 
den, biochemischen bzw. molekularbiologischen Pro- s 
zessen, insbesondere beim Verfahren der sogenannten 
Polymerase-Ketten-Reaktion, bei dem aus einem 
Gemisch von DNA-Sequenzen bestimmte Sequenzen 
vervielfacht werden, Anwendung findet. 
[0002] Bei der DurchfCihrung von thermisch kontrol- io 
lierten, biochemischen bzw. molekularbiologischen Pro- 
zessen sind hduf ig ProzeBschritte mit unterschiedlicher 
Temperaturbeaufschlagung erforderlich. Von besonde- 
rer Bedeutung sind solche wechselnden Temperaturbe- 
aufschlagungen bei der sogenannten Polymerase- is 
Ketten-Reaktion. 

Das Verfahren der Polymerase-Ketten-Reaktion ist in 
den letzten Jahren zur Vervielfachung bestimmter DNA- 
Sequenzen entwickelt worden und in seinen Grundsat- 
zen von Darnell, J.; Lodish, H.; Baltimore, D. in "Moleku- 20 
lare Zellbiologie, Walter de Gruyter, Berlin- New York 
1994, S. 256/257" ausgefuhrt. Unter anderem ist bei 
diesem Verfahren wesentlich, daB Gemische aus DNA- 
Sequenzen einer definierten Temperaturwechselbe- 
handlung unterworfen werden. Dazu finden stationgre 25 
Probenbehandlungsapparaturen Verwendung, bei 
denen die entsprechenden Proben in Probenkammern 
eingegeben und periodisch einem Warm-Kalt-Tempera- 
turzyklus untenA/orfen werden, wobei sich je nach defi- 
niert vorgegebenen Primern die jeweils gewunschten 30 
DNA-Sequenzen vervielfachen. Die Effektivitat bislang 
bekannter Probenkammern wird dabei als nicht ausrei- 
chend angesehen. Aus diesem Grund ist in jungster 
Zeit eine miniaturisierte Probenkammer vorgeschlagen 
worden (Northrup et al, DMA Amplification with Microfa- 35 
bricated reaction chamber, 7th International Confe- 
rence on Solid State Sensors and Actuators, Proc. 
Transducers 1993, 8. 924-26), die eine vierfach schnel- 
lere Vervielfachung gewunschter DNA-Sequenzen 
gegenuber bekannten Anordnungen ermOglicht. Diese 40 
bis zu 50 |Lil Probenflussigkeit aufnehmende Proben- 
kammer besteht aus einer strukturierten Siliziumzelle 
mit einer Ldngsausdehnung in der GroBenordnung von 
10 mm, welche in einer Probenangriffsrichtung von 
einer dunnen Membran abgeschlossen ist, uber die die 45 
entsprechende Temperaturbeaufschlagung mittels 
miniaturisierter Heizelemente erfolgt. Auch bei dieser 
Vorrichtung wird die zu vervielfachende DNA-Sequenz 
Liber Mikrokanale in die Kammer eingebracht, einer 
Polymerase-Ketten-Reaktion untenworfen und anschlie- so 
Bend wieder abgezogen. Trotz der mit dieser Vorrich- 
tung erziehen Vorteile haftet ihr im wesentlichen der 
Nachteil an, daB auch diese Probenkammer als Ganzes 
beheizt und gekuhit werden muB, womit sich nur 
begrenzte Temperatunwechselraten erreichen lassen. 55 
Insbesondere bei weiterer Reduzierung der Proben- 
groBe fallt dabei die parasitare Warmekapazitat der 
Probenkammer und ggf. eines notwendigen Temperier- 



blocks gegenuber der Probenflussigkeit immer starker 
ins Gewicht, so daB die prinzipiell bei kleinen Flussig- 
keitsvolumina denkbaren hohen Temperaturwechselra- 
ten nicht erreicht werden kOnnen, wodurch die 
Effektivitat des Veifahrens relativ gering bleibt. Daruber 
hinaus ist zwecks Erreichung jeweils konstanter Tempe- 
raturregimes fur die Probenflussigkeit ein relativ auf- 
wendiger Steuer- und Regelaufwand erforderlich, wobei 
die erbrachte Heiz- bzw. Kuhlleistung im wesentlichen 
nicht in der Probenflussigkeit, sondern in den sie umge- 
benden Baugruppen verbraucht wird. 
Desweiteren ist aus US-PS 5,270,183 ein im DurchfluB- 
prinzip arbeitender Thermocycler bekannt geworden. 
bei dem die zu amplifizierende Probenflussigkeit durch 
eine Rohrleitung geschickt wird, welche nacheinander 
um mehrere, auf unterschiedlichen Temperaturen 
gehaltene Zylinder ein oder mehrfach aufgewickelt ist. 
Grundsatzlich sind mit einer solchen Ausbildung auch 
relativ kleine Probenmengen, bis herunter zu ca. 25 iil, 
amplifizierbar. Eine derartige Vorrichtung ist in ihrer 
Handhabung jedoch recht unpraktikabel und erfordert 
eine hohe Kunstfertigkeit vom GerStehersteller, so daB 
sie fur eine Serienfertigung ganzlich ungeeignet ist. 
[0003] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, 
einen miniaturisierten Thermocycler anzugeben, der 
thermisch kontrollierte, biochemische bzw. molekular- 
biologische Prozesse, insbesondere das Verfahren der 
Polymerase-Ketten-Reaktion, effektiver als nach dem 
Stand der Technik durchfuhren laBt, der das Problem 
parasitdrer Wdrmekapazitdten umgeht und der sich 
kostengiinstig herstellen laBt. 

[0004] ErfindungsgemaB wird die Aufgabe durch 
die Kennzeichen der Patentanspriiche gelOst. Der Erfin- 
dung liegt der Gedanke zugrunde, aus der sogenannten 
Mikrosystemtechnik bekannte Strukturierungstechnolo- 
gien anzuwenden, um eine Probenaufuabmekammer 
zu schaffen, die eine dynamische Probenbehandlung 
auch sehr kleiner Mengen, z.T. sehr teurer, Materialien, 
ermoglicht. 

Durch die erfindungsgem^Be Gestaltung des Proben- 
aufnahmebereiches ist weiterhin gewahrleistet, daB die 
in jeweils vorgesehenen Heiz- und Kuhizonen gerade 
einer Behandlung urrtenvorfenen Probenteilvolumina 
einen homogenen Temperaturdurchsatz erfahren, was 
ebenfalls eine Ausbeuteerhdhung der zu amplifizieren- 
den Substanz bewirkt. Weiterhin wird durch den anord- 
nungsbedingten Wegfall von Heiz- und Kuhlprozessen 
der Wandungsmaterialien und die drastische Minimie- 
rung parasilSrer Warmekapazitaten und Wanneein- 
flusse nicht nur ein erheblich geringerer Steuer- und 
Regelaufwand erforderlich, sondern der Gesamtpro- 
zeBdurchlauf erfahrt auch eine wesentliche Zeitverkur- 
zung. Dabei braucht jeweils nur soviel Heiz- und 
Ktihileistung eingespeist zu werden, wie im Probenflus- 
sigkeitsstrom transportiert wird. Daruber hinaus ermog- 
licht die erfindungsgemaBe Thermocyclerausbildung 
nicht nur eine kontinuierliche ProzeBfuhrung, sondern 
auch einen seriellen Betrieb, indem unterschiedliche 
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Substanzen nacheinander dem Thermocycler zufiihr- 
bar sind, ohne daB es zu stOrenden Vermischungen mit 
der noch in der Anordnung bef indlichen Probe kommen 
wurde, was sich problemlos durch Einbringung eines 
Weinen Gaspuffervolumens bewerkstelligen laBt. Alle 
genannten Vorteile gewahrleisten ebenso, daB das Ver- 
fahren der Polymerase-Ketten-Reaktion automatisiert 
durchgefuhrt werden kann. Weiterhin ergibt sich eine 
leichte Kombinierbarkeit mit anderen Verfahren, wie 
z.B. der Mikro-Gel-Elektrophorese, Mikro-Kapillar- 
Chromatografie und anderen Mikro-Trenn- und Charak- 
terisierungsverfahren. 

[0005] Zur naheren Illustration der Erfindung sollen 
nachfolgende Ausfuhrungsbeispieledienen. Es zeigen: 

Fig. 1 eine Draufsicht auf eine Probeukammer, bei 
der ein Probenflussigkeitsweg durch mikro- 
sirukturierte FluBwege gebildet ist und 

Fig. 2 einen seitlichen Schnitt durch eine Proben- 
kammergemaB Fig. 1. 

[0006] In Figur 1 ist eine Probenkammer, bei der ein 
Probenflussigkeitsweg durch mikrostrukturierte FluB- 
wege gebildet ist, schematisch dargestellt. Figur 2 zeigt 
diese Ausbildung nicht maBstdblich im seitlichen 
Schnitt. Bei dieser Ausfuhrungsform sind in eine ca. 10 
• 15 mm groBe und 500 inm dicke Platte 10, aus Sili- 
zium Oder Glas bestehend, Graben 8, die im Beispiel 
parallel ausgefuhrt sind, durch naBchemisches Atzen 
eingebracht. Ebenso kdnnen statt genannter Grdben 8 
auch vollstandige Durchbruche vorgesehen sein, wobei 
der verbleibende Rahmen dann einseitig ganzflachig 
mit einer geschlossenen Platte zu verschlieBen ware. 
Die often liegenden Grabenbereiche werden im Beispiel 
im weiteren von einer Abdeckung 9, die die Baugruppen 
oberhalb einer Achse X-X, wie in Fig. 2 dargestellt, 
umfaBt, verschlossen. Die Abdeckung 9 ist dabei in 
erfindungsgemaBer Weise aus einem Siliziumplattchen 
Oder einem anderen Material guter Warmeleitfahigkeit 
gebildet, in das im Beispiel zwei thermisch isolierende 
Kehlungen 12 eingebracht sind. Diese Kehlungen 12 
bilden an ihrer Basis einen membranartigen AbschluB 
13, der die Grabenbereiche, die die Verweilzonen der 
ProbenflQssigkeit zwischen Heiz- und KQhIzonen bil- 
den, abdeckt und ca. 1 ^m dick ist. In der Figur 2 ist der 
mittlere Siliziumsteg mit einem Dunnschichtheizele- 
ment 15 versehen, mittels dessen die Probenaufhei- 
zung an der gegenuberliegenden Stegbasis realisiert 
wird. Uber die im Beispiel verbleibenden zwei auBeren 
Siliziumstege wird jeweils eine thermostatisierte, nicht 
naher dargestellte Kuhlung vorgenommen. Ein durch- 
gangiger ProbenfluB ist im Beispiel durch in die Abdek- 
kung 9 eingebrachte Uberbruckungskanale 11 
gewahrleistet, die wechselseitig Einzelgrabenanfange 
mit den jeweils benachbarten Einzelgrabenenden ver- 
binden. Erforderliche Zu- und Ablaufe sind entweder in 
der Platte 10 (wie in Figur 1 angedeutet) Oder die 
Abdeckung 9 einbringbar. Die beschriebene Gesamt- 



vorrichtung ist im Beispiel mit einem Trager 16 verse- 
hen, der aus einem Glas mit niedriger 
warmeleitfahigkeit gefertigt ist. Im Beispiel sind den 
Einzelgraben 8 Grabenbreiten von 500 |Lim und Graben- 

5 langen von etwas unter 100 mm bei Grabentiefen von 
400 iivn gegeben, wodurch sich inclusive der Wege fur 
die Uberbruckungskanale eine Gesamtgrabeniange 
von 0,4 m ergibt. Dabei sind sinnvollenweise Probenvo- 
lumina von ca. 10 bis 200 [il in den FluB-Thermocycler 

10 einbringbar, was bisher ubiichen Probenmengen ent- 
spricht. Da durch die angegebenen Grabendimensio- 
nierungen die MOglichkeiten der Mikrolithografie bei 
weitem noch nicht ausgeschopft sind, sind fur 
gewunschte Anwendungsfalle auch Dimensionierungen 

15 bereits heute herstellbar, die die Einbringung eines Pro- 
benvolumens in der GroBenordnung von 0,1 jil zulas- 
sen wurden. 

Mit dem zu Figur 1 und 2 gehorigen Ausfuhrungsbei- 
spiel sind bei moglichen Flupraten von ca. 0,1 |il/s, bei 

20 Probenverweilzeiten in den Heizzonenbereichen von 
ca. 20 sec, in den Kuhlzonenbereichen von 30 sec und 
in den dazwischenliegenden Zonen von 10 sec, bei 
einer Einzelgrabenanzahl von 40, Gesamtdurchlaufzei- 
ten zur Amplifizierung mit maximal moglicher Ausbeute 

25 von 40 min erreichbar, was eine deutliche Reduzierung 
unter die bisher bekannt gewordenen geringsten Zeiten 
bei gleichzeitig erhohter Ausbeute bedeutet. 
In diesem Beispiel kann die Heizzone im Rahmen der 
Erfindung so ausgebildet sein, daB sie in zwei Teilberei- 

30 che derart aufgeteilt ist, daB in FluBrichtung eine erste 
Heizzone von bspw. 4 mm Breite erttsteht, an die sich 
eine nicht dargestellte thermische Isolationszone von 1 
mm und daran eine zweite Heizzone mit 2 mm Aus- 
dehnung anschlieBt. Auf diese Weise ist genannte erste 

35 Heizzone uber Einstellung einer entsprechenden Heiz- 
leistung mit einer Temperatur von 72°C und die zweite 
Heizzone mit einer Temperatur von 92°C beaufschlag- 
bar. An genannte zweite Heizzone konnte eine zweite 
thermische Isolationszone von bspw. 1 mm Aus- 

40 dehnung folgen, an die sich eine Kuhlzone von bspw. 3 
mm Ausdehnung anschlieBt, die durch sekundare Kuh- 
lung auf 55°C gehalten wird. Ein derart ausgebildeter 
miniaturisierter Thermocycler ist besonders zur Durch- 
fuhrung einer Polymerase-Kettenreaktion geeignet. 

45 Dabei wird am Zulauf ein Gemisch aus Template, 
NuWeosidtriphosphaten, Primern und taq-Polymerase 
in PufferlOsung appliziert, deren jeweilige Zusammen- 
setzung analog zum bekannten Stand der Technikfest- 
gelegt wird. Die FluBrate wird auf ca. 8 iil/min 

50 eingestellt, so daB die Venweilzeit je Periode etwa 1 
Minute betragt. Davon entfallen auf genannte erste 
Heizzone 20 sec, 10 sec auf die zweite Heizzone, 15 
sec auf die Kuhlzone und jeweils 5 sec auf die thermi- 
schen Isolationszonen. Zum Durchlauf des gesamten 

55 miniaturisierten Thermocyclers werden damit ca. 40 
Minuten bendtigt. In dieser Zeit finden in einem Volu- 
menelement von 2 ^,1 vierzig Amplif ikationszyklen statt. 
Bei einer Veriangerung auf 44 Minuten (10% Zeitverian- 
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gerung) werden 34 |il amphifiziert. 
[0007] Die erfindungsgemdBe Probenkammer laBt 
sich problemlos einer Serienfertigung zuftihren und ist 
kostengunstig, bei gleichzeitg groBer Vielfalt unter- 
schiedlicher Probenkammergeometrien herstellbar, so s 
daB eine Anpassung fur variierende Anwendungsfalle 
keine weiteren Schwierigkeiten mit sich bringt. 

Bezuaszeiclienliste 

10 

[0008] 

1 - Probenaufnahmebereich 

2 - IHeizzone 

3 - Kulilzone is 

6 - Zulauf 

7 - Ablauf 

8 - Graben 

9 - Abdeckung 

1 0 - Silizium- Oder Glaspiattchen 20 

1 1 - Uberbruckungskanale 

12 - isolierende Kehlung 

13 - membranartiger AbscliluB 

14 -Siliziumsteg 

15 - Dunnschichtlieizelement 25 

16 -Trager 
X-X - Achse 

Patentanspriiche 

30 

1. Mlnlaturlsierter FluB-Thermocycler, einen Proben- 
aufnahmebereich (1) zur Aulhahme und Durchlei- 
tung von flussigen IVIedien und wenigstens je eine 
Heizzone (2) und eine Kuhlzone (3) beinhaltend, 

die in thermischem Kontakl zum Probenaufnahme- 35 
bereich stehen, dadurch gekennzeichnet, daB 
eine Abdeckung (9) vorgesehen ist, die einen mit 
maanderformigen Graben (8) versehenen Proben- 
aufnahmebereich (1) verschlieBt und jeweils ver- 
gleichbare Grabenabschnitte von voneinander 40 
beabstandet angeordneten Heizzonen (2) und 
Kuhlzonen (3) erfaBt sind und der Abdeckung (9) 
probenfluBabseitig zwischen Heizzonen- und Kiihi- 
zonenbereichen wenigstens eine thermisch isolie- 
rende Kehlung (1 2) gegeben ist, die in Richtung der 45 
Graben (8) einen membranartigen AbschluB (13) 
bildet. 

2. Miniaturisierter FluB-Thermocycler gemaB 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die so 
Abdeckung (9) aus einem Siliziumpiattchen gefer- 

tigt ist. 

3. Miniaturisierter FluB-Thermocycler gemaB 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ss 
genannte Heizzone(n) (2) oder Kuhlzone(n) (3) in 
ProbendurchfluBrichtung groBenordnungsmaBig 
jeweils gleich lange ProbendurchfluBabschnitte 



erfassen. 

4, Miniaturisierter FluB-Thermocycler gemaB 
Anspruch 1 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
zumindestdie Heizone(n) (2) in voneinander beab- 
standete Bereiche aufteilbar ist (sind), die mit unter- 
schiedlichen Temperaturen beaufschlagbar sind. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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